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摘要 : 江 体 药物 是 仅 次 于 抗生素 的 全 球 第 二 大 类 药物 ， 有 具有 抗 类 、 抗 过 敏 、 调 节 内 分 次 等 重要 
功效 。 对 省 体 凡 核 特定 位 点 进行 有 效 的 氧化 修饰 ， 是 引入 药 效 活性 的 关键 。 研 究 表 明 ，P450 
酶 是 催化 委 体 特异 性 氧化 的 一 类 关键 酶 家 族 。 目 前 ， 电 子 传递 效率 和 催化 特异 性 是 限制 P450 
酶 催化 功能 的 重要 因素 ,会 导致 目标 省 体 产 物产 量 低 、 副 产物 积累 严重 等 问题 。 因 此 ， 本 文 将 
围绕 提高 P450 酶 的 催化 效率 及 特异 性 方面 的 研究 工作 ， 系 统 综述 工程 化 P450 W AK 
质 的 方法 策略 和 相关 研究 进展 ， 并 对 催化 省 体 化 合 物 的 P450 酶 的 设计 和 优化 的 未 来 发 展 进行 
展望 ， 为 该 方面 工作 的 深入 研究 提供 指导 。 
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Abstract: As the second largest class of drugs in the world, steroidal drugs have important 
pharmacological activity such as anti-inflammatory, anti-allergic and endocrine regulation. Effective 
and specific oxidizing steroid nucleus by P450 is the key step to obtain pharmacological activity. As 
known, electron transport efficiency and catalytic specificity are important factors limiting P450 
application, resulting in the low yield of target products and serious accumulation of by-products. 
Here, recent advances in the methodological strategy of engineering P450 were critically reviewed to 
improve the catalytic efficiency and specificity of steroidal oxidation. And it was also prospected the 
outlook on how to design and optimize steroidal P450 in the future. 
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当 体 药物 是 仅 次 于 抗生素 的 全 球 第 二 大 类 药物 。 目 前 全 世界 生产 的 当 体 药物 已 有 400 € 
种 ， 截 至 2017 年 当 体 激素 药物 全 球 销售 额 达到 1000 亿美 元 。 由 于 省 体 类 化 合 物 在 免疫 应 答 、 
性 功能 、 糖 代谢 、 脂 肪 代谢 等 方面 具有 显著 的 调节 功能 ， 因 此 被 广泛 用 于 治疗 各 类 炎症 、 过 敏 
反应 以 及 呼吸 系统 、 心 血管 、 内 分 泥 、 肿 瘤 等 方面 的 疾病 吓 。 我 国 作 为 省 体 激素 药物 原料 及 制 
剂 主要 生产 国 ， 已 经 把 当 体 药物 新 资源 开发 作为 医药 行业 近期 发 展 的 重点 方向 之 一 。 在 合成 绍 
体 药物 的 过 程 中 ， 对 当 体 母 核 特定 位 点 进行 氧化 修饰 ， 是 引入 药 效 活 性 的 关键 催化 步骤。 这 一 
步骤 多 见于 氧化 省 环 的 C1、C9、C11、C16、C17 和 C19 等 中 位 置 ， 其 催化 类 型 包括 C-C 键 断 
裂 B.4 以 及 以 羟基 化 反应 为 代表 的 氧化 修饰 四 (图 DO 。 羟 基 化 修饰 一 方面 可 以 增加 药物 极 性 ， 
通过 提高 当 体 药物 的 溶解 性 而 提高 血 药 浓度 ， 另 一 方面 ， 羟 基 化 对 底 物 起 到 一 定 的 活化 作用 ， 
便于 诸如 糖 基 化 等 后 续 催 化 反应 的 进行 四 ， 因 此 它 对 当 体 药物 的 活性 至 关 重 要 。 目 前 ， 当 体 的 
氧化 反应 多 通过 化 学 修饰 或 微生物 转化 实现 。 与 传统 化 学 催化 相 比 ， 生 物 催化 能 耗 更 低 、 更 加 
环保 四 ， 并 且 生 物 催化 在 特定 情况 下 表现 出 优 于 化 学 转化 的 催化 特异 性 。 因 此 ， 越 来 越 多 的 研 
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完 者 希望 利用 生物 催化 的 高 效 和 产物 特异 性 优势 实现 当 体 母 核 的 氧化 修饰 , EAE VIS PES] ES 8S 
转化 体系 进行 研究 和 优化 加， 并 且 逐 步 将 关键 酶 体系 引入 异 源 模式 生物 中 构建 高 效 的 当 体 转化 
体系 由。 


1 常见 的 当 体 母 核 氧化 修饰 及 参与 反应 的 PASO 单 加 氧 酶 


Fig. 1 Typical steroidal oxidation and the corresponding P450 monooxygenase 


研究 表明 ， 绝 大 多 数 生物 体内 的 省 体 修饰 都 是 通过 细胞 色素 PASO 单 加 氧 酶 (Cytochrome 
P450 monooxygenases) 实现 的 (图 1) ， 该 酶 家 族 也 是 省 体 化 合 物 氧化 反应 最 重要 的 催化 酶 系 。 
ee ee 
而 ， 研 究 者 往往 难以 通过 简单 表达 天 然 的 P450 单 加 氧 酶 来 实现 理想 的 省 体 氧化 修饰 的 效果 ， 
这 是 因为 P450 蛋白 通过 其 N 端 保守 的 玻 水 结构 域 实 现 膜 定 位 to。 同 时 ， 由 于 异 源 微 生物 宿主 
与 天 然 宿 主 在 细胞 内 微 环境 及 蛋白 表达 系统 上 的 差异 ， 蜡 源 表达 的 PASO 单 加 氧 酶 往往 由 于 不 
能 正确 地 进行 蛋白 折 针 或 亚 细 胞 定位 ， 表 现 出 较 低 的 表达 水 平和 俊 化 效率 中 。 此 外 ，P450 单 
加 氧 酶 需要 电子 传递 系统 辅助 , 从 而 实现 电子 从 NADP(H) 有 效 传递 至 催化 中 心 的 亚 铁 血红 素 ， 
以 完成 当 体 底 物 的 氧化 反应 。 因 此 ， 该 蛋白 与 宿主 内 源 或 异 源 表达 的 电子 传递 系统 间 的 相互 作 
用 ， 将 直接 决定 电子 传递 效率 ， 进 而 影响 PASO 单 加 氧 酶 的 催化 效率 。 再 加 上 P450 和 蛋白 催化 
上 的 特性 和 当 体 底 物 结构 的 高 度 相 似 性 ， 使 得 某 些 P450 单 加 氧 酶 在 催化 省 体 底 物 时 表现 出 较 
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差 的 专 一 性 2 各 。 因 此 ， 如 要 提高 举 体 修饰 的 氧化 效率 和 产物 特异 性 ， 研 发 P450 单 加 氧 酶 及 
其 电子 传递 系统 的 工程 化 改造 策略 ， 具 有 重要 的 研究 意义 和 应 用 价值 。 

目前 主要 采用 以 下 策略 ， 解 决 PASO 单 加 氧 酶 在 表达 方面 的 问题 (图 2， 白色 部 分 ) BU 
(1) 通过 对 P450 BE N 端 进行 改造 ， 改 善 其 在 异 源 宿主 中 的 有 效 定位 表达 以 及 提高 可 溶性 表 
达 水 平 ，〔2) 伴侣 蛋白 的 辅助 表达 帮助 PASO 单 加 氧 酶 的 正确 折 且 ,保证 其 催化 活性 ; (3D 
通过 引入 定点 突变 提高 PASO 单 加 氧 酶 的 表达 水 平 及 催化 效率 。 由 于 上 述 工程 化 P450 的 方法 
己 在 Hausjell J 等 9 和 Susan Z 等 9 的 综述 中 进行 了 系统 的 阐述 , 这 里 不 再 痪 述 。 本 文 将 围绕 如 
何 加 强 电子 传递 效率 来 提高 催化 反应 效率 ， 以 及 如 何 对 P450 单 加 氧 酶 进行 关键 结构 的 优化 来 
提高 其 催化 特异 性 这 两 个 方面 研究 工作 〈 图 2， 橙 色 部 分 ) 进行 概括 ， 并 详细 描述 如 何 通过 工 
程 化 改造 录 源 表达 的 PASO 催化 体系 ， 在 模式 微生物 宿主 中 实现 对 当 体 母 核 进行 高 效 、 特 异 的 
氧化 修饰 ， 从 而 为 相关 工作 的 开展 提供 参考 指导 。 


[ 程 化 P450 酶 策略 


催化 效率 


图 2 KE P450 催化 体系 的 工程 化 策略 
Fig. 2 Engineering strategy of P450 catalytic system 


1. 基于 电子 传递 效率 提高 工程 化 PAS0 催化 省 体 的 效率 

P450 众 化 功能 的 实现 依赖 于 氧化 酶 和 还 原 酶 之 间 特 定 的 电子 传递 过 程 I9。 在 生物 体内 
P450 酶 被 分 为 两 大 类 IRA) , 1% PASO 酶 定位 于 原核 生物 的 内 膜 系 统 或 真 核 生 物 的 
线粒体 内 膜 ; I% P450 蛋白 定位 于 真 核 生物 的 内 质 网 膜 。 这 两 类 PASO 酶 复合 体 包 含 不 同 的 亚 
基 和 差异 性 的 电子 传递 系统 (图 3A) 。I 类 P450 的 电子 传递 体系 由 含有 铁 硫 簇 结构 的 铁 氧化 
还 蛋白 (Ferredoxin，Fdx) 及 与 之 配对 的 含有 FAD 辅 因 子 的 铁 氧 还 蛋白 还 原 酶 (Ferredoxin 


reductase, FdRO 组 成 n] (图 3A) , BRAS AURA CFlavodoxin, Fld) 及 与 之 配对 的 黄 
素 氧 还 蛋白 还 原 酶 CFlavodoxin reductase, FpR) 构成 nl。 其 中 ， 应 用 最 为 广泛 的 是 来 源 于 哺 
乳 动 物 线粒体 的 肾上腺 皮质 铁 氧 还 蛋白 (Adrenodoxin, Adx ) 及 铁 氧 还 蛋白 还 原 酶 (Adrenodoxin 
reductase, AdR) 。Adx/AdR 电子 传递 体系 不 仅 能 够 支持 不 同 真 核 生物 来 源 的 线粒体 PASO Ri 
系 ， 同 样 可 以 与 一 些 原核 生物 来 源 的 PASO 氧化 酶 发 生 作用 以 支持 其 催化 的 氧化 反应 bg。 开 类 
P450 的 电子 传递 体系 只 包含 拥有 FAD 与 FMN 辅 基 的 NADPH-P450 还 原 酶 (Cytochrome P450 
reductase, CPR) 〈 图 3A) . IL 2S P450 的 氧化 酶 和 还 原 酶 都 通过 N 端的 疏水 序列 锚 定 在 内 质 
网 膜 ， 其 催化 结构 域 均 朝 向 细胞 质 一 侧 。 二 者 之 间 以 分 子 的 随机 碰撞 的 形式 发 挥 相互 作用 ， 实 
现 电子 的 转移 。 

在 异 源 表达 P450 催化 体系 时 ， 氧 化 酶 与 还 原 酶 往往 因为 异 源 表达 水 平 低 、 活 性 差 、 或 相 
互 之 间 协 同 作 用 困难 等 问题 ， 造 成 电子 传递 效率 偏 低 ， 极 大 地 抑制 了 PASO 氧化 酶 的 催化 效率 
n0。 为 解决 上 述 问题 ， 研 究 者 通常 会 采取 了 以 下 策略 (图 3) ， 即 : (1) 为 P450 氧化 酶 匹配 
偶 联 效率 高 的 氧化 还 原 伴 但， (D 通过 调节 氧化 还 原 酶 及 其 氧化 还 原 伴侣 的 比例 或 表达 额外 
的 电子 传递 体 ， 补 充 氧 化 还 原 力 ; G) P450 的 氧化 酶 和 和 氧化 还 原 伴侣 的 人 工 组 装 。 在 此 ， 本 
文 将 针对 为 氧化 省 体 母 核 而 进行 P450 催化 体系 异 源 构建 时 遇 到 的 实际 问题 进行 阐述 。 
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A: P450 单 加 氧 酶 电子 传递 
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B. P450 氧 化 酶 与 氧化 还 原 伴侣 的 匹配 
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图 3 提高 P450 电子 传递 效率 的 策略 


Fig. 3 Strategies for improving the efficiency of P450 electron transport 


1.1 P450 氧化 酶 与 氧化 还 原 伴 侣 的 匹配 


将 P450 氧化 酶 及 与 该 酶 偶 联 效率 高 的 氧化 还 原 伴 侣 在 宿主 中 进行 共 表 达 ， 是 提高 P450 
催化 体系 电子 传递 效率 的 有 效 手段 。 为 实现 这 一 目标 ,研究 者 往往 选择 不 同 来 源 的 氧化 还 原 伴 
个 与 目标 P450 氧化 酶 进行 组 合 往 选 (图 3B) 。 而 筛选 时 则 首先 选择 与 P450 氧化 酶 属于 同一 
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类 的 电子 传递 体系 。 其 中 对 于 工 类 PASO 氧化 酶 来 说 ， 常 用 于 筛选 的 除 最 为 常见 的 Adx/AdR 电 
子 传递 体系 ， 还 包括 来 源 于 恶 和 贞 假 单 胞 菌 〈Psexdomonas putida) 的 假 单 孢 氧 还 蛋白 

(Putidaredoxin, Pdx) /还 原 酶 (Putidaredoxin reductase, PdR) PY、 来 源 于 菠菜 线粒体 的 菠菜 
TR SEQ JE Bt A Fdx/ 还 原 酶 FdtR20 和 来 源 于 裂 殖 酵母 CSchizosaccharomyces pombe) 的 Etp1 


(Ferredoxin domain of electron transfer protein 1) /Arhl (Adrenodoxin reductase homologue 1) 
等 等 。 其 中 ，Etplg/ Arh] 5 Adx/AdR AE EM, WER 1 中 所 列 的 成 功 提 高 当 环 氧化 效率 
的 案例 ， 我 们 发 现在 宿主 中 与 异 源 PASO 氧化 酶 偶 联 效 率 高 的 氧化 还 原 伴侣 ， 一 般 并 非 其 天 然 
匹配 的 电子 传递 体系 B31。 例 如 在 大 肠 杆菌 (Escherichia coli) PHRI RKI T £T 4f ME 3 vui 

(Sorangium cellulosum) 的 CYP260B1、 牛 源 的 Adx 以 及 大 上 肠 杆菌 来 源 的 FpR 时 ， 可 取得 最 
高 的 11- 脱 氧 皮质 酮 CO 位 羟基 化 效率 鸣 。 在 裂 殖 酵 母 中 将 人 源 的 P450 氧化 酶 分 别 和 来 自 于 大 
阿 米 芹 、 人 以 及 裂 殖 酵母 内 源 的 还 原 酶 进行 组 合 表 达 科 选 ， 发 现 人 源 CYP17 和 CYP21 与 裂 殖 
酵母 内 源 CPR 匹配 时 ， 表 现 出 最 高 的 催化 活性 5。 这 可 能 是 由 于 不 同 物种 来 源 的 同 工 酶 其 活 
性 本 身 就 具有 较 大 差异 P6231, 且 宿 主 细 胞 本 身 的 兼容 性 也 会 影响 异 源 基因 的 表达 效果 P9。 因此， 
和 蔓 选 不 同 来 源 的 电子 传递 体系 与 PASO 氧化 酶 进行 组 合 优化 是 提高 电子 传递 效率 的 有 效 手 段 。 
例如 ， 在 大 肠 杆菌 中 表达 来 源 于 皮疹 诺 卡 菌 (Nocardia farcinica) 的 CYP154C5 时 ， 可 通过 共 
表达 恶臭 假 单 胞 菌 来 源 的 Pdx/PdR， 实 现 孕 烯 醇 酮 向 16o- 孕 烯 醇 酮 的 转化 29。 

有 趣 的 是 ， 在 某 些 情 况 下 ，P450 氧化 酶 可 以 从 与 其 不 属于 同一 类 的 电子 传递 体系 中 接受 
电子 。 例 如 ， 在 酵母 中 将 I 类 PASO 氧化 酶 在 内 质 网 上 进行 定位 表达 后 ， 则 接受 属于 I 38 P450 
体系 的 CPR 传递 的 电子 BY。Toshiyuki S 等 6 在 酿酒 酵母 中 表达 来 源 于 大 鼠 线粒体 的 CYP27 IN, 
将 该 蛋白 的 N 端的 线粒体 鞭 向 序列 替换 为 内 质 网 靶 向 序列 ， 以 实现 CYP27 内 质 网 定位 。 此 时 
在 酵母 内 源 CPR 的 作用 下 ， 成 功 向 CYP27 传递 电子 实现 对 5p-JIH ES bt-30,70,120-= E] C27 
位 羟基 化 修饰 。 与 之 类 似 的 是 ， 异 源 表达 的 IL ZK P450 氧化 酶 有 时 也 可 以 接受 属于 I 类 P450 
电子 传递 链 递 送 的 电子 ， 其 至 能 够 取得 最 佳 的 电子 传递 效率 。 例如， 在 大 肠 杆 菌 中 表达 来 源 于 
哺乳 动物 内 质 网 的 CYP21A2 时 , 共 表 达 Etplf/Arh1 IN Xt PYRE C21 位 的 羟基 化 速率 是 共 
ik CPR 时 的 1.92 倍 B]。 因 此 ， 和 宿主 的 内 源 环境 可 能 直接 影响 P450 氧化 酶 与 氧化 还 原 伴侣 的 
匹配 程度 。 尽 管 这 其 中 的 决定 因素 和 作用 机 制 尚 不 清楚 ， 但 上 述 案例 提醒 我 们 在 匹配 P450 氧 
化 酶 和 氧化 还 原 伴侣 时 ， 要 考虑 与 P450 氧化 酶 共 定 位 的 异 源 电子 传递 体系 。 而 对 上 述 实例 机 
制 的 进一步 解析 ， 将 有 助 于 我 们 设计 、 构 建 异 源 PASO 催化 体系 ， 实 现 当 体 化 合 物 的 高 效 氧化 。 
1.2 补充 氧化 还 原 力 


在 前 文 提 到 ， 初 始 表达 的 PASO 氧化 酶 与 还 原 酶 往往 因为 异 源 表达 水 平 低 、 活 性 差 而 影响 
电子 传递 效率 001。 此 时 需要 向 体系 中 补充 氧化 还 原 力 ， 以 增强 电子 传递 速率 ， 提 高 P450 氧化 
酶 对 省 体 底 物 的 催化 能 力 。 根 据 表 1 中 列举 的 相关 和 当 体 P450 的 成 功 示例 ， 目 前 主要 采用 两 种 
方式 是 调节 PASO 氧化 还 原 酶 体系 中 蛋白 亚 基 表达 水 平 的 配 比 和 额外 表达 电子 传递 体 (图 3C) 。 
这 是 基于 调控 电子 传递 流量 的 方式 提高 电子 传递 效率 的 策略 。 

1.2.1 调节 和 氧化 酶 及 其 氧化 还 原 伴 侣 的 比例 

调节 P450 酶 系 中 蛋白 亚 基 表 达 比 例 是 调控 还 原 力 的 常用 手段 〈 图 3C) 。 例 如 Sawada N 
等 50 在 大 肠 杆 菌 中 表达 来 源 于 茄 香 霉 素 的 CYP105AT 与 来 源 于 菠菜 的 氧 还 蛋白 及 其 还 原 酶 
Fdx/FdR， 以 实现 VD; 到 10,25-(OH)VD2 的 转化 。 其 结果 表明 ， 共 表达 4 pM Fdx/0.2 uM FdR 


时 ，CYP105Al 的 催化 活性 要 远 远 高 于 共 表 达 4 uM Fdx/2 uM FdR Hf. Lina S 等 8B31 通 过 增加 
Adx 的 拷贝 数 来 增强 CYP11B1 对 11- 脱 氧 皮质 醇 的 催化 效率 。 他 们 发 现 表 达 三 个 拷贝 的 Adx 
比 表 达 单 个 拷贝 的 Adx 更 利于 11- 脱 氧 皮质 醇 的 转化 。 当 Adx 的 表达 量 提高 了 3.3 倍 时 ， 产 物 
氧化 可 的 松 的 产量 随 之 提高 了 30%。 由 此 可 见 ， 对 于 工 类 PASO 氧化 还 原 系统 来 说 ， 若 要 维持 
其 较 高 的 电子 传递 效率 ， 则 需要 较 高 的 氧 还 原 蛋白 / 氧 还 原 蛋白 还 原 酶 的 比例 ， 这 可 能 与 氧 还 
原 和 蛋白 在 I 类 P450 电子 传递 链 中 多 起 到 的 承上启下 的 作用 相关 。 
1.2.2 表达 额外 的 电子 传递 体 

表达 额外 的 电子 传递 体 是 补充 氧化 还 原 力 的 常用 手段 。 尤 其 是 在 构建 工 类 P450 催化 体系 
时 ， 研 究 者 倾向 于 额外 表达 Cyt-b5〈 细 胞 色素 BSO (图 3C) 。 例 如 ，Vimercati S 等 6 将 马 
来 源 的 三 种 CYP3A 家 族 的 P450 酶 与 相同 来 源 的 还原 重 白 CPR 和 Cyt-b5 以 1:4:1 的 比例 在 昆 
虫 细胞 中 进行 异 源 表达 ， 实 现 了 对 学 酮 的 6 位 羟基 修饰 。 然 而 ， 对 于 某 些 PASO 催化 的 当 环 氧 
化 反应 ， 额 外 表达 Cyt-b5 并 不 能 达到 增强 其 电子 传递 效率 的 目的 。 例 如 ， 对 于 同时 有 具备 C17 
位 羟基 化 和 C17-C20 键 断裂 活性 的 CYPITAL 来 说 ， 额 外 表达 Cyt-bs 只 能 增强 后 者 的 催化 效 
#81351, Ruchia D 等 89 利 用 纳米 磷脂 盘 技术 (Nanodisc technology) 证 明了 Cyt-b5 可 以 在 还 原 含 
氧 二 价 铁 复合 物 Coxyferrous complex) 形成 过 氧化 中 间 体 〈Peroxo-ferric) 的 过 程 中 额外 提供 
的 一 份 电子 ， 以 加 速 反应 中 间 体 活化 的 效率 。 在 CYP17A1l 所 催化 的 裂解 反应 中 ，Cyt-b5 还 原 
含 氧 二 价 铁 复合 物 的 速率 是 CPR 蛋白 的 10 倍 B1。 而 引入 Cyt-b5 后 电子 传递 链 的 耦合 速率 是 
不 表达 Cyt-b5 时 的 5 倍 Bg。 虽 然 细胞 色素 BS 的 加 入 可 以 有 效 的 加 强 电子 传递 效率 , 但 是 值得 


注意 的 是 , Sang C 等 CI 在 表达 CYP2B4 催化 甲 氧 氟 烷 时 曾 报道 , Cyt-b5 的 引入 会 引起 CYP2B4 


8 


催化 中 心 构象 的 改变 ， 其 变化 程度 与 CPR 和 Cyt-b5 的 比例 有 关 。 因 此 ， 在 进行 当 体 氧化 反应 
时 ， 我 们 对 Cyt-b5 的 应 用 应 更 加 慎重 ， 必 要 时 需 调 整 Cyt-b5 与 还 原 酶 的 表达 比例 。 
1.3 P450 氧化 酶 及 其 氧化 还 原 伴侣 的 人 工 组 装 
无 论 是 在 真 核 还 是 原核 生物 中 ， 都 发 现 了 一 种 以 工 类 P450 氧化 酶 -CPR 融合 表达 形式 存 

在 的 蛋白 。 该 类 蛋白 利用 天 然 融 合 的 电子 传递 链 实现 更 高 效 的 电子 传递 过 程 ， 其 电子 传递 效率 
优 于 氧化 酶 及 其 氧化 还 原 伴 侣 独立 表达 的 PASO 同 工 酶 。 该 类 蛋白 的 典型 代表 是 P450 BM3 

(CYP102A1) ， 其 催化 脂肪 酸 羟 化 的 反应 速率 较真 核 细胞 脂肪 酸 羟 化 酶 提高 了 两 个 数量 级 以 
上 BY。 因此 将 P450 氧化 酶 及 与 其 氧化 还 原 伴 倡 进行 融合 表达 ， 是 一 种 通过 缩短 电子 传递 空间 
距离 的 方式 来 增强 电子 传递 效率 的 策略 (图 3D)。 例 如 ,天 然 融 合 蛋 白 中 P450 BM3(CYP102A1) 
的 还 原 酶 组 分 能 够 与 多 种 亚 铁血 红 素 蛋白 匹配 。Sandra O 等 [四 将 来 自 结核 分 枝 杆菌 Mtb) W 
CYP130( 天 然 的 氧化 还 原配 体 未 知 ) 与 来 自 巨 大 芽孢 杆菌 的 P450 BM3(CYP102A1) 的 NADPH 
还 原 酶 以 Linker 连接 进行 融合 表达 ， 发 现 融合 酶 以 右 美沙 芬 为 底 物 的 催化 活性 比 其 他 非 天 然 
氧化 还 原配 偶 体 重 构 的 CYP130 高 出 6% 。 此 外 ， 对 于 工 类 P450 催化 体系 来 说 ， 构 建 氧化 酶 - 
铁 氧 还 蛋白 - 铁 氧 还 蛋白 还 原 酶 的 三 重 融合 蛋白 ， 或 融合 铁 氧 还 蛋白 - 铁 氧 还 蛋白 还 原 酶 视 为 一 
个 还 原 酶 单元 ， 也 实现 了 提高 电子 传递 效率 的 效果 。 例 如 ，Eachan O 将 来 自 于 恶臭 假 单 胞 菌 

(Pseudomonas putida) 的 CYP101A1 与 同 源 的 氧 还 蛋白 还 原 酶 PdR ) 进行 融合 ， 以 游离 的 氧 
还 蛋白 (PdX) 为 电子 传递 体 , 提高 了 樟脑 的 5 位 羟基 化 反应 效率 , 是 天 然 系统 的 两 倍 1。 因此 ， 
P450 氧化 酶 与 其 氧化 还 原 伴 倡 的 融合 表达 有 助 于 改善 电子 传递 水 平 ， 提 高 催化 效率 。 

基于 融合 表达 的 有 效 性 , 近年 来 研究 人 员 也 尝试 对 省 体 氧化 酶 与 其 氧化 还 原 伴 但 进行 融合 

表达 ， 然 而 却 难以 提高 省 体 P450 单 加 氧 酶 的 催化 效率 。Charles W 等 吧 将 牛 源 的 CYP17A 与 
大 鼠 的 P450 还 原 酶 进行 融合 ,催化 孕 烯 醇 酮 的 17 位 羟基 化 反应 。 但 是 与 单独 表达 相 比 ， 融 合 
蛋白 没有 实现 催化 效率 的 提高 .例如 ,Patrick J 等 四] 将 来 自 枯 草 芽 孢 杆菌 的 黄 素 氧 还 蛋白 YkuN 
与 来 自 大 肠 杆菌 的 黄 素 氧 还 蛋白 还 原 酶 Fpr 融合 ,分别 匹配 来 自 于 巨大 芽孢 杆菌 的 CYP106A2 
和 和 牛 源 的 CYP21A2， 对 底 物 孕 酮 进行 体外 众 化 修饰 。 结 果 显 示 ，YkuN/Fpr 融合 体系 虽然 可 以 
提高 其 自身 与 CYP106A2 和 CYP21A2 的 偶合 效率 , 但 此 时 众 化 体系 的 反应 速率 仅 为 YkuN 和 
Fpr 单独 表达 时 的 35.196 50.096. Strushkevich N 等 的 以 3 种 不 同 Linker 融合 表达 的 
CYP1I1ALAdx， 发 现 融合 蛋白 的 koa 都 远 低 于 单独 表达 的 CYP11A1。 通 过 分 析 Adx/CYP11AT 
的 复合 体 结构 , 他 们 发 现 Adx 与 CYP11A1 之 间 的 电子 传递 依赖 于 两 者 之 间 特 定 取 向 的 界面 相 
互 作用 。 因 此 ， 当 氧 还 蛋白 Adx 与 氧 还 蛋白 还 原 酶 AdR 融合 后 ， 可 能 阻碍 Adx E CYPIIAT 


之 间 特 定 的 界面 相互 作用 ,从 而 无 法 有 效 的 连通 
述 实验 结果 和 结构 分 析 表 明 ， 对 于 含有 和 氧 还 蛋白 的 1 类 P450 系统 ， 利 用 其 催化 


子 传递 链 。 上 


Adx £k fl CYPILIAT 亚 铁血 红 素 之 间 的 电 


锚 环 的 氧化 反应 时 , 和 蛋白 融合 策略 应 重点 考虑 基于 界面 相互 作用 的 电子 传递 过 程 ， 此 时 再 结合 


蛋白 亚 基 的 相互 作用 的 分 析 将 有 助 于 提高 蛋 
(Sulfolobus solfataricus) HJ} 


白 融 合 的 有 效 性 。 例 如 ， 来 自 硫 磺 矿 硫化 叶 菌 


过 将 氧化 酶 P4$0cam、PdX、PdR 分 别 与 PCNAs 的 一 


兽 殖 细胞 核 抗 原 (Proliferating cell nuclear antigens, PCNAs) 是 一 
个 异 源 三 聚 体 。Hidehiko H ÆSA 


基 融 上 | 用 PCNAs 的 自我 组 装 过 程 引导 P450cam, PAX, PdR 的 界面 相互 作用 ， 所 形成 的 
非 共 价 异 源 三 聚 体 复 合 物 展现 出 高 效 的 电子 转移 速率 , 其 NADPH 与 Oo 消耗 速率 较 P450cam.、 


PdX、PdR 独立 表达 提高 了 50 倍 。 


因此 ， 发 展 P450 氧化 酶 及 其 


氧化 还 


能 是 解决 目前 融合 表达 难以 在 当 体 PASO 催化 体系 发 挥 正 效 果 的 有 效 手 段 。 


下 原 伴侣 的 组 装 策略 ， 


K1: 调节 P450 电子 传递 效率 的 实例 
Table 1 Examples of adjusting the electron transport efficiency of P450 
工程 化 手段 P450 单 加 氧 酶 还 原 蛋白 /还 原 酶 催化 反应 反应 场所 效果 参考 文献 
异 源 氧化 还 原 酶 CYP260B1(So ce56) Adx(Bovine)Fpr(E.coli) 11 脱氧 皮质 酮 一 1/9/11 大 肠 杆菌 Co 位 羟 化 效果 优 [25 
适 配 位 羟 化 于 天 然 氧 还 伴侣 

CYP21A2 Bo Etp1#/Arh1(S.pombe) medrane— premedrol 大 肠 杆菌 C21 位 羟 化 能 力 提 [33 

高 1.92 倍 
CYP154C5(N farcinic Pdx/PdR(P.putida) 孕 烯 醇 酮 一 16 位 羟 化 大 肠 杆 菌 孕 烯 醇 酮 的 转化 速 [21 

a) 举 酮 一 16 位 羟 化 率 高 于 睾酮 
CYP27 Ra CPR(S.cerevisiae) 5p-IH &$5:-3a,70,12a-— 酿酒 酵母 C27 位 羟 化 能 力 提 [32 

醇 一 27 位 羟 化 高 5 倍 

CYP17_Hu CPR(A.majus、H.sapiens、 孕 酮 一 17 位 羟 化 裂 殖 酵母 CPR(S.pombe) 显 示 [26 

CYP21 Hu S.pombe) 孕 酮 一 21 位 羟 化 出 最 高 活性 
补充 氧化 还 原 力  CYP105A1(S.griseolu Fdx/FdR(spinach)20:1 VD: 一 25 位 羟 化 大 肠 杆菌 Fdx/FdR 20:1 的 催 [22 

S) 2:1 化 活性 更 高 
CYP11B1 Hu Adx(Bovine) 11 脱氧 皮质 醇 一 11/14 大 肠 杆菌 11 位 羟 化 能 力 提高 [34 

表达 三 个 拷贝 数 位 羟 化 30% 
CYP3A Hu CPR(S)/Cyt-b5=4:1. 1:1. 举 酮 一 26 位 羟 化 昆虫 细胞 过 表达 CPR fii 6 $6 [35 
2:1 AEN eT 

2 Fede 
融合 表达 CYP130 (Mtb) CPR(B.megaterium) Tib 大 肠 杆 菌 催化 活性 提高 6% [41 
CYP106A2(B.megater YkuN(B. subtilis)/FpR Fall 6 位 羟 化 体外 转化 催化 速率 为 未 融合 [44 

ium ) (E.coli) 的 35.1% 
CYP21A1 Bo YkuN(B. subtilis)/FpR 孕 酮 一 21 位 羟 化 体外 转化 催化 速率 为 未 融合 [44 
(E.coli) 的 50.0% 
CYP11AI Hu Adx (Human) 胆固醇 11 位 羟 化 体外 转化 催化 常数 远 低 于 未 [45 
融合 

CYP101AI CP putida) PdR (P putida) 樟脑 一 5 位 羟基 化 大 肠 杆菌 催化 活性 提高 2 fi [42 


游离 的 氧 还 蛋白 (PdX) 


2、 提 高 工程 化 省 体 P4S0 单 加 氧 酶 的 催化 特异 性 

由 于 当 体 母 核 的 高 度 保守 性 ， 以 及 被 氧化 修饰 的 官能 团 的 类 型 相近 《主要 是 甲 基 和 亚 甲 
AE) ， 所 以 多 数 天 然 当 体 PASO 单 加 氧 酶 表现 出 较 差 的 催化 特异 性 吃 科 。 例 如 ， CYP106A2 [i] 
时 具备 省 环 的 CO. CO 以 及 C15 位 的 羟 化 活性 (324。 而 CYP27A1 可 同时 羟基 化 修饰 当 环 的 C25. 
C26 和 C27 位 5。 而 在 实际 应 用 中 ,我 们 需要 对 省 环 特定 位 点 进行 氧化 修饰 ， 从 而 发 挥 催化 产 
物 特有 的 功能 活性 。 为 了 满足 应 用 的 要 求 ， 需 要 对 目标 P450 蛋白 进行 改造 和 优化 ， 获 得 具备 
优良 的 催化 特异 性 工程 化 P450。 目 前 对 PASO 改造 和 优化 的 主要 策略 分 为 半 理 性 设计 和 理性 设 
计 ， 非 理性 设计 应 用 则 较为 受 限 。 本 文 将 分 类 进行 阐述 。 
2.1 基于 非 理性 设计 的 省 体 P45S0 单 加 氧 酶 定向 进化 

对 省 体 P450 的 非 理 性 设计 ， 主 要 是 通过 易 错 PCR， 对 目标 当 体 PASO 单 加 氧 酶 进行 随机 
突变 ;再 此 基础 上 结合 高 通 量 盘 选 技术 ， 获 得 能 实现 预定 催化 效果 的 突变 体 。 例 如 ， 野 生 型 
P450 BM3 不 能 催化 17B-WE— HE. Cha GS 等 ts 和 以 P450 BM3 编码 基因 为 模板 进行 易 错 PCR, 
在 随机 突变 库 中 发 现 以 大 肠 杆 菌 作 为 宿主 细胞 突变 体 
R47L/E64G/F8 11/F87V/E143G/L188Q/E267V 可 以 实现 对 17B- 肉 三 醇 C2 位 的 羟基 化 。 但 是 ， 目 
前 为 止 ， 通 过 非 理 性 设计 优化 当 体 PASO 单 加 氧 酶 催化 特异 性 的 研究 成 果 鲜 见 报道 ， 并 且 效率 
较 低 , 这 是 因为 非 理 性 设计 的 目标 往往 聚焦 于 提高 省 体 P450 单 加 氧 酶 的 表达 水 平和 催化 效率 。 
例如 ，Schiffer L 等 6 对 人 源 的 CYP11B1 进行 随机 突变 ， 最 终 筛选 出 优良 的 突变 体 L271M。 对 
于 催化 11- 脱 氧 皮 质 醇 到 氧化 可 的 松 的 反应 ， 该 突变 体 显示 出 最 高 的 转化 效率 。 同 时 ， 非 理性 
设计 往往 伴随 着 的 高 通 量 筛选 。 而 大 多 数 当 体 生 物 合成 路 径 的 中 间 体 缺乏 颜色 和 特殊 的 理化 性 
质 〈 如 微生物 抗 性 或 官能 团 特异 性 显 色 反应 ) ， 不 利于 高 通 量 筛选 。 基 于 以 上 限制 ， 非 理性 设 
计 很 少 应 用 于 优化 当 体 PASO 单 加 氧 酶 的 催化 特异 性 。 因 此 ， 研 究 者 多 采用 半 理 性 或 理性 设计 
来 实现 这 一 目标 。 
2.2 基于 半 理 性 设计 的 省 体 P450 单 加 氧 酶 定向 进化 

目前 很 多 省 体 P450 单 加 氧 酶 及 其 与 底 物 类 似 物 的 复合 体 结构 已 经 被 报道 ， 同 时 由 于 当 体 
P450 单 加 氧 酶 的 结构 保守 性 和 结构 模拟 方法 的 发 展 , 73 PASO 单 加 氧 酶 的 结构 研究 和 改造 提供 
了 更 丰富 可 靠 的 结构 基础 。 半 理性 设计 通过 对 该 复合 体 结构 的 分 析 ， 推 测 若 干 影响 PASO 单 加 
氧 酶 催化 选择 性 的 位 点 ， 进 行 饱和 突变 ， 以 期 增强 对 省 环 目标 位 点 的 特异 性 氧化 。 例 如 ,来自 
纤维 扒 囊 菌 的 CYP260A1 可 特异 催化 C19- 当 体 〈 例 如 雄 酮 、 雄 烯 二 酮 ) 和 C21- 当 体 〈 例 如 11- 
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脱氧 皮质 酮 ?的 Cl 位 ,但 在 体外 转化 实验 中 却 主要 羟基 化 孕 酮 的 C3 RII CS 位 。 为 增强 CYP260A1 
对 C1 位 的 催化 选择 性 ，Khatri Y 等 5% 通 过 将 N 端 截 短 的 CYP260AT 的 晶体 结构 与 孕 酮 进行 分 
子 对 接 ， 模 拟 该 蛋白 与 底 物 的 复合 体 结 构 ， 初 步 判 定 S225、S275 和 S276 这 三 个 氨基 酸 残 基 
与 CYP260A1 对 孕 酮 的 催化 选择 性 直接 相关 。 通 过 对 这 三 个 位 置 的 氨基 酸 残 基 进 行人 饱和 突变 ， 
发 现 突变 体 S276N 可 将 lu- 羟基 - 孕 酮 在 总 产物 中 的 比例 由 36% 提 高 至 57%。 与 非 理性 设计 相 
比 ， 半 理性 设计 通过 降低 突变 目标 选择 的 随机 化 程度 ， 减 少 代 为 筛选 的 突变 体 文库 体 量 ， 同 时 
避免 人 力 物 力 的 大 量 消 耗 。 

2.3 基于 理性 设计 的 省 体 P450 单 加 氧 酶 定向 进化 

理性 设计 建立 在 对 当 体 PASO 单 加 氧 酶 的 蛋白 结构 和 催化 机 理 充分 了 解 的 基础 上 , 以 实现 
对 目标 蛋白 结构 的 精确 调控 ， 从 而 改变 其 催化 选择 性 。 理 性 设计 中 对 突变 位 点 的 选择 方式 除 分 
析 P450 蛋白 与 当 体 底 物 的 复合 体 结构 外 ， 还 可 通过 在 具有 不 同 催化 选择 性 的 同 工 酶 之 间 进 行 
同 源 序列 比 对 ， 找 到 潜在 的 决定 选择 特异 性 的 位 点 。 例 如 ， 在 研究 CYP17A1 催化 C17-C20 8X 
键 断裂 的 底 物 选择 性 时 ，Gregory M C 等 51 将 8 种 不 同 次 椎 动物 来 源 的 CYP17A1 进行 同 源 序 
列 对 比 ,发 现 CYP17A1 202 位 氨基 酸 残 基 为 天 冬 酰 胺 时 倾向 于 催化 省 环 C3 位 为 羟基 的 底 物 ( 例 
如 ，17- 羟 孕 烯 醇 酮 ) ; 而 202 位 氨基 酸 残 基 为 丝氨酸 或 苏 氨 酸 时 ， 倾 向 于 催化 省 环 C3 位 为 酮 
基 的 底 物 (例如 ，17- 羟 孕 酮 》。 因 此 ，Gregory M C 等 推测 202 位 氨基 酸 残 基 决 定 了 CYPI7AI 
的 底 物 选择 性 ， 而 相应 的 人 源 CYP17A1 的 突变 体 N202S 可 实现 最 适 底 物 由 17- 羟 孕 烯 醇 酮 到 
17- 羟 孕 酮 的 逆转 。Swart A C 等 3 通过 对 18 种 不 同 来 源 的 CYP17A1 进行 序列 对 比分 析 ， 发现 
具有 较 强 C16 位 羟 化 能 力 的 CYP17A1 的 105 fr Sq AERE Ao s ALES 而 C16 位 羟 化 能 
较 弱 的 CYP17A1 在 此 处 的 氨基 酸 残 基 通 常 是 亮 氨 酸 。 在 哺乳 动物 细胞 系 COS-1 中 表达 人 源 
CYP17A1 A105L 进行 孕 酮 的 生物 转化 ， 产 物 中 17-6280] 5; 16- 羟 孕 酮 的 比例 由 表达 野生 型 人 
源 CYP17A1 时 的 4:1 提高 到 9:1。 因 此 , 选择 催化 特异 性 不 同 的 同 工 酶 进行 同 源 序列 比 对 分 析 ， 
将 某 一 类 催化 选择 性 的 保守 位 点 突变 为 另 一 类 , 是 不 依赖 于 蛋白 复合 体 结构 知识 的 一 种 简便 有 
效 的 改变 省 体 P450 催化 选择 性 的 策略 。 


表 2: 提高 P450 催化 特异 性 的 实例 


Table 2 Examples of improving the catalytic specificity of P450 


设计 策略 P450 单 加 氧 酶 催化 反应 工程 化 改造 效果 参考 文献 
调整 底 物 与 P450BM3 = RA7L/E64G/F81I/F87V/E143G/L 不 能 催化 17p-ME — BE (E2) [49][50] 
活性 中 心 亚 188Q/E267V“〈 非 理性 设计 ) 到 可 催化 生成 2-OH-E» 
铁血 红 素 的 


相对 位 置 


ChinaXiv& f'ERBTII 
CYPIIBI 11 脱氧 皮质 醇 一 11/14 L271M〈 非 理性 设计 ) 11 位 羟 化 选择 性 提高 23% [34] 
位 羟基 化 
CYP11B1 11 脱氧 皮质 醇 11/14 ”F381A/L382S( 半 理性 设计 : 酶 与 11 位 羟 化 选择 性 提高 1 倍 [33] 
位 羟基 化 底 物 复合 体 结构 的 分 析 ) 
CYP106A2 孕 酮 一 6 羟 孕 酮 、9 FRA F165L / A395E / G397V 9 位 羟 化 选择 性 提高 10 fi [15] 
酮 、11 EZB. 15 E78 A243S 6 位 羟 化 选择 性 提高 10 fi 
LE T89N / A395I 11 位 羟 化 选择 性 提高 3 fi 
( 半 理 性 设计 ; 酶 与 底 物 复合 体 结 
构 的 分 析 ) 
调整 底 物 在 CYP260A1 孕 酮 (PROG) —1/17 S276N 1 位 羟 化 选择 性 提高 58% [51] 
催化 活性 中 位 羟基 化 S2761 17 位 羟 化 选择 性 提高 64% 
心 的 空间 取 〈 半 理性 设计 : 酶 与 底 物 复 合体 
向 结构 的 分 析 ) 
CYP17A1 l7o-E&2RHg—HEMS Nd] ”N202S (理性 设计 : 同 工 酶 蛋 转化 率 提高 1 倍 52] 
序列 对 比 ) 
CYP260B1 11 脱氧 皮质 醇 1/9 位 T224A (理性 设计 : 酶 与 底 物 复 9 位 羟 化 选择 性 提高 1596 26] 
羟基 化 合体 结构 的 分 析 ) 
调整 底 物 与 CYP17A1 孕 酮 一 16/17 位 羟 化 ”Al05L (理性 设计 : 18 种 同 工 酶 17 位 羟 化 选择 性 提高 1.25 fi 53] 
活性 中 心 序列 对 比 ) 
铁血 红 素 间 
的 空间 位 阻 CYP3A4 孕 酮 一 2/6 位 羟基 化 、 少 ”1I301F/I1369F/L482F (理性 设计 : — 2/6 位 羟 化 能 力 趋 于 平衡 ， 其 他 [55] 
量 未 检测 副 产 物 氨基 酸 大 小 ) 副 产 物 几 乎 为 零 


如 表 2 所 示 ， 决 定 当 体 P450 催化 选择 性 的 关键 氨基 酸 残 基 ， 大 都 位 于 或 靠近 催化 活性 中 
心 5]。 对 这 些 氨基 酸 的 突变 旨 在 不 危害 催化 活性 的 同时 ， 对 底 物 识别 位 点 或 底 物 进出 通道 进行 
微调 ， 以 期 通过 调整 靶 标 底 物 的 结合 能 力 或 底 物 在 活性 中 心口 袋 中 的 空间 取向 ， 改 变 当 环 上 辑 
标 位 点 与 活性 中 心 亚 铁血 红 素 的 距离 ,获得 实际 应 用 所 需 的 催化 选择 性 。 根据 表 2 中 所 列 的 案 
例 ， 我 们 可 以 将 改变 催化 选择 性 的 策略 分 为 以 下 三 类 〈 图 4) : 

(1) 调整 底 物 与 活性 中 心 亚 铁血 红 素 间 的 空间 位 阻 

如 表 3 所 示 ， 近 十 年 来 改变 省 体 PASO 单 加 氧 酶 催化 特异 性 的 成 功 案例 ， 多 发 生 在 省 体 母 
核 的 A 环 、C 环 和 D 环 ， 而 较 少 发 生 在 B 环 。 这 可 能 是 由 于 在 当 体 B 环 与 亚 铁血 红 素 间 的 空 
间 位 阻 较 大 。 这 暗示 我 们 可 以 通过 改变 特定 位 点 氨基 酸 残 基 侧 链 的 长 短 , 通过 调整 空间 位 阻 改 
变 底 物 催化 位 点 与 P450 活性 中 心 亚 铁血 红 素 间 的 相对 位 置 , 从 而 改变 目标 蛋白 的 催化 选择 性 。 
例如 , KAW CYP17A1 105 位 氨基 酸 残 基 由 侧 链 最 小 的 丙 氨 酸 突变 为 具有 较 长 侧 链 的 亮 氨 酸 ， 
会 增加 底 物 孕 酮 的 C16 位 与 CYP17A1 的 亚 铁 血红 素 间 的 位 阻 ,从 而 增加 CYP17A1 对 孕 酮 C16 
位 催化 难度 ， 降 低 副 产物 16- 羟 孕 酮 的 产生 。Paolo S 等 4 依照 氨基 酸 残 基 到 亚 铁血 红 素 距离 由 
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近 到 远 的 顺序 ， 将 位 于 CYP3AA 活性 中 心 具 有 较 小 非 极 性 侧 链 的 氨基 酸 残 基 依 次 突变 为 具有 
较 大 非 极 性 侧 链 的 色 氢 酸 或 茶 丙 氨 酸 ， 以 降低 底 物 孕 酮 与 CYP3A4 结合 的 结合 能 力 。 野 生 型 
CYP3A4 羟 化 孕 酮 得 到 大 量 的 6B 羟 基 孕 酮 和 少量 的 2B 羟 基 孕 酮 及 其 他 副 产 物 ， 然 而 突变 体 
1301F/1369F/L482F 对 孚 酮 C-2, C-6 位 羟 化 能 力 趋 于 平衡 , 其 他 副 产 物 所 占 比例 也 减少 了 一 半 。 
这 是 由 于 受 大 侧 链 刚性 拓扑 结构 的 降低 了 配 体 结合 的 自由 度 , 因此 限定 了 特异 性 催化 位 点 ( 
4A) 。 
(2) 调整 底 物 与 活性 中 心 亚 铁血 红 素 的 相对 位 置 

将 关键 位 点 的 氨基 酸 残 基 突 变 为 含有 羟基 或 较 大 朴 水 性 侧 链 的 氨基 酸 , 利用 氧 键 或 疏水 作 
用 调整 亚 铁血 红 素 中 心 铁 原子 与 目标 催化 位 点 的 相对 位 置 。 例 如 ， 在 大 肠 杆 菌 中 进行 17- 羟 孕 
酮 的 C11 位 羟基 化 时 ， 熊 淑 婷 等 B23 将 人 源 CYP11B1 的 L382 突变 为 侧 链 含 有 羟基 的 丝氨酸 ， 
突变 后 L382S 可 与 亚 铁血 红 素 的 羧基 形成 新 的 氧 键 ， 使 亚 铁 血红 素 移 向 底 物 的 C11 位 一 侧 。 
同时 利用 临近 突变 F381A 的 柔性 ， 增 强 L382S 与 亚 铁 血红 素 的 作用 效果 (图 4B) 。 与 野生 型 
CYP11B1 时 相 比 ， 突 变 体 F381 A/L3828 将 产物 21- 脱 氧 皮 质 醇 在 总 产物 中 的 所 占 的 比例 由 
26.5% 提 高 到 53.5%， 转 化 速率 随 之 提高 了 39.1%。 由 此 可 见 ， 调 整 当 体 底 物 的 催化 位 点 与 活 
性 中 心 亚 铁血 红 素 的 相对 位 置 ,不仅 可 以 加 强 目标 氧化 反应 的 特异 性 ,而 且 还 可 同时 提高 当 体 
P450 单 加 氧 酶 的 催化 效率 。 

(3) 调整 底 物 在 催化 活性 中 心 的 空间 取向 

选择 与 底 物 结合 相关 的 氨基 酸 残 基 进 行 突变 , 通过 增强 或 减弱 该 氨基 酸 残 基 与 底 物 之 间 的 
氨 键 结合 或 玻 水 作用 ， 改 变 当 体 底 物 在 PASO 活性 中 心 的 空间 取向 ， 以 调整 目标 位 点 与 亚 铁血 
红 素 的 距离 ， 从 而 调控 PASO 单 加 氧 酶 的 催化 选择 性 。 例如， 如 图 AC 所 示 ，KhatriY 等 5 发 现 
孕 酮 可 以 以 两 种 不 同 的 空间 取向 结合 于 CYP260A1 的 催化 活性 中 心 ， 即 当 孕 酮 C3- 和 C20- 酮 
基 与 N 端 截 短 的 CYP260A1 (tCYP260A1) 的 S225 和 S276 发生 氧 键 相互 作用 时 ， 底 物 C1 位 
靠近 亚 铁血 红 素 ，CYP260A1 倾向 催化 孕 酮 的 Cl 位 (空间 位 置 1) ; 当 孕 酮 C3- 和 C20- 酮 基 
Hj tCYP260A1 的 S276 和 S225 发 生 氧 键 相互 作用 时 ， 底 物 分 子 在 活性 中 心 的 相对 空间 位 置 与 
前 者 反 转 ， 此 时 CIT 位 靠近 亚 铁 血红 素 ，CYP260A1 倾向 催化 孕 酮 的 C17 位 (空间 位 置 2〉。 
CYP260A1 的 突变 体 S276N 破坏 了 野生 型 蛋白 S276 与 孕 酮 C3- 酮 基 的 氧 键 作 用 ， 使 孕 酮 不 能 
以 稳定 的 空间 位 置 2 结合 CYP260A1. 因此 该 突变 体 催化 孕 酮 生成 的 产物 以 1- 羟 孕 酮 为 主 ; 同 
里 ， 突 变 体 S2761 不 影响 孕 酮 以 空间 位 置 2 结合 CYP260A1 突变 体 D76 可 以 和 底 物 A 环形 
成 疏水 作用 ,弥补 该 位 点 与 底 物 C3- 酮 基 间 氧 键 的 破坏 〉, 但 1276 较 大 的 朴 水 侧 链 会 阻碍 原本 
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该 位 点 与 底 物 C20- 酮 基 间 氧 键 的 形成 ， 使 孕 酮 不 能 以 稳定 的 空间 位 置 1 结合 CYP260A1 CR] 
AC) ， 因 此 该 突变 体 催 化 孕 酮 生成 的 产物 以 17-9878 887335. 


A: CYP3A4 众 化 孕 酮 得 到 6B 产 孕 酮 、2B 产 孕 酮 B: CYP11B1 众 化 17 产 孕 酮 得 到 21- 脱 氧 皮质 醇 
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Fig.4 Strategies for improving P450 catalytic specificity 


3、 展 望 

锚 体 类 物质 的 生物 转化 研究 己 有 将 近 70 年 的 历史 ， 使 我 们 已 经 对 当 体 生物 合成 途径 和 基 
础 酶 ， 尤 其 是 细胞 色素 PASO 单 加 氧 酶 有 了 相对 成 熟 的 了 解 。 随 着 科学 技术 的 发 展 和 进步 ， 通 
过 工程 化 P450 单 加 氧 酶 可 以 有 效 的 提高 当 体 氧化 修饰 的 效率 与 选择 性 。 目 前 的 研究 发 现在 天 
PRAY P450 电子 传递 链 中 ， 电 子 的 利用 率 受 限 于 电子 的 能 量 和 电子 的 供给 ， 往 往 无 法 满足 催化 
反应 的 能 量 需 求 。 而 引入 新 的 电子 供给 系统 ， 如 H202 驱动 号 5 或 光驱 动 ” 的 电子 供 体 ， 有 望 
突破 天 然 P450 系统 在 电子 传递 上 的 天 花 板 ， 同 时 便于 调控 电子 的 供给 平衡 。 此 外 ， 新 的 电子 
供给 系统 的 还 可 应 用 于 在 PASO 众 化 的 体外 反应 中 ,减少 甚至 避免 昂贵 的 NAD(P)H 等 辅 因子 


15 


的 消耗 “。 目 前 上 述 方法 还 未 在 PASO 单 加 氧 酶 催化 当 体 的 反应 中 得 到 广泛 应 用 ， 但 是 这 个 方 
向 可 能 会 对 当 体 化 合 物 的 氧化 修饰 带 来 全 新 的 突破 。 

另外 , 在 当 体 实际 生产 还 存在 三 个 重要 的 技术 问题 : 底 物 溶解 度 低 、 专 一 修饰 差 和 高 产物 
浓度 抑制 。 对 于 这 三 个 问题 ,可 以 借鉴 已 有 的 研究 手段 和 技术 , 利用 以 下 策略 加 以 改善 和 解决 : 
C1) 从 体 类 化 合 物 在 水 性 介质 中 溶解 度 极 低 ， 需 要 添加 甲醇 5、 聚 乙 二 醇 400、 环 糊 精 、 丙 
二 醇 [9 等 有 机 溶剂 作为 助 溶剂 ， 以 提高 可 利用 的 底 物 浓度 。 而 助 溶剂 的 添加 ， 可 能 会 市 来 宿主 
细胞 膜 受 损 和 P450 和 蛋白 变性 等 负面 影响 1。 针 对 膜 系统 受 损 ， 可 进一步 调控 相关 基因 (例如 
代谢 基因 ) 的 表达 来 提高 细胞 膜 的 稳定 性 。 而 针对 酶 变性 问题 ,可 采用 蛋白 突变 和 重组 的 手 
段 ， 获 得 耐 有 机 溶剂 的 重 白 突变 体 。 此 外 ， 伴 随 着 孕 酮 ”、 氢 化 可 的 松 挛 等 当 体 类 药物 中 间 体 
从 头 合成 的 实现 , 合成 生物 学 的 发 展 促进 当 体 类 药物 生产 模式 由 最 初 的 生物 转化 逐步 向 “利用 
简单 碳 源 ， 通 过 人 工 构建 的 功能 微生物 合成 ” 过渡。 这 种 当 体 类 化 合 物 的 重头 合成 的 模式 也 可 
以 避免 上 述 当 体 底 物 可 利用 浓度 低 的 问题 。 (2) 构建 异 源 当 体 表达 路 径 需 涉 及 多 步 P450 催化 
的 连续 反应 。 而 在 实际 路 径 中 由 于 底 物 的 非特 异性 催化 问题 造成 了 复杂 的 网 状 催化 路 径 ,， 这 使 
P450 催化 选择 性 问题 更 为 突出 ， 为 P450 单 加 氧 酶 突变 设计 带 来 了 巨大 挑战 。 在 前 文中 ,我 们 
系统 描述 了 如 何 通 过 理性 设计 、 半 理性 设计 、 非 理性 设计 的 手段 突变 氮 基 酸 残 基 ， 解 决 省 体 生 
产 中 专 一 性 修饰 差 的 问题 。 但 面 对 网 状 的 合成 路 径 , 我 们 很 难 简 单 寄 希望 于 单纯 通过 相关 P450 
重 白 的 定向 进化 来 解决 这 一 问题 。 然 而 ,研究 发 现 真 核 细 胞 内 天 然 的 当 醇 或 当 体 合成 路 径 的 各 
个 催化 酶 往往 定位 于 不 同 的 细胞 器 。 这 为 我 们 进行 真 核 底盘 细胞 的 区 室 化 反应 组 合 设计 ”提供 
了 很 好 的 依据 。 通 过 对 易于 产生 副 产 物 的 反应 路 径 进 行 区 室 化 反应 分 割 , 将 有 助 于 提高 茶 些 当 
体 特异 性 转化 的 效率 。 再 结合 PASO 单 加 氧 酶 的 突变 设计 ， 对 专 一 性 修饰 的 问题 将 产生 事 半 功 
倍 的 效果 。 G) 由 于 目前 PASO 酶 催化 当 体 转化 的 效率 普遍 不 高 ， 高 产物 浓度 对 PASO 和 蛋白 的 
抑制 作用 还 没有 被 凸显 , 但 是 产物 对 关键 催化 蛋白 的 负 反 馈 抑制 , 是 产物 合成 过 程 中 常见 的 现 
象 。 随 着 研究 的 深入 ,当红 体 化 合 物 的 转化 效率 会 不 断 提 高 ,届时 融 浓 度 产 物 抑制 将 必然 成 为 
一 个 阻碍 生产 的 重要 问题 。 对 此 ， 我 们 可 以 借鉴 两 相 发 酵 的 方法 将 产物 及 时 转移 至 有 机 相 ， 使 
得 产物 与 反应 体系 及 时 隔离 [59， 或 者 通过 增强 生物 体 本 源 的 外 排 系统 或 引入 异 源 的 转运 系统 
569， 及 时 将 产物 排出 细胞 ， 避 免 胞 内 产物 浓度 过 高 ， 从 而 解决 高 浓度 产物 的 抑制 问题 。 另 外 采 
用 定向 进化 和 理性 设计 的 方法 改善 和 克服 宿主 或 关键 酶 对 高 浓度 产物 抑制 作用 也 将 是 成 为 一 
种 有 效 的 策略 。 
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